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RESUMO - O alginato é um polissacarideo encontrado nas paredes celulares de algas
marrons. Tem excelentes propriedades para uso como biomaterial, pois ¢é
biodegraddvel, biocompativel e ndo toxico. Foi proposto a incorporacdo de uma droga
imobilizada em membranas de alginato para melhorar e acelerar a taxa de cicatriza¢do
de feridas. A papaina é uma droga encontrada comercialmente e usada em formulacées
para o tratamento de lesbes cutdneas. A enzima foi imobilizada por difusdo fisica, onde
as membranas foram imersas em solucdo contendo papaina por 24 horas e a enzima se
difunde pelos poros do biopolimero. Para tal, foram estudadas as condicoes do meio
para a imobilizacdo: concentragdo, pH e temperatura. Verificou-se que as melhores
condicoes de imobilizacdo foram em meio dcido, com 2% de papaina e a 25°C. Através
de teste de atividade constatou-se que a enzima continuou ativa apos a sua
imobilizacdo. Seu perfil de liberacdo mostrou que 97% da enzima foi desprendida. Com
base nesses testes iniciais, foi possivel obter um biomaterial com boas propriedades
para ser aplicado como curativo bioativo.

1.INTRODUCAO

As lesdes de pele causadas por acidentes e cirurgias sdo comuns e necessitam de
atencdo, uma vez que, se nao tratadas adequadamente, podem se tornar infectadas e,
dependendo do grau da inflamacdo, podem causar a perda do membro ou mesmo a morte.
Para esses casos ¢ necessario o uso de auxilio externo: os curativos.

O alginato ¢ um polissacarideo encontrado nas paredes celulares de algas marrons. Sua
cadeia ¢ composta por dois mondmetros: B-D-manurénico (M) e a-L-gulurénico (G), com
razdes aleatérias M/G dependendo da fonte. Eles estdo ligados por ligagdes glicosidicas no
carbono 1 e 4. E encontrado em cadeia repetida (GGGG ou MMMM) e cadeia alternada
(GMGM). A cadeia MMMM ¢ linear, enquanto a GGGG ¢ espacial.
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A 1imobilizagdo de papaina em membranas de alginato ¢ interessante devido a
estabilidade mecénica, e assim, uma melhor manipulacdo da enzima ¢ possivel. O alginato
possui alta capacidade de imobilizagdo, pois possui alta porosidade. O polimero também
protege a enzima de fatores externos como temperatura e oxidagao.

Papaina ¢ uma protease encontrada no latex do mamoeiro Carica papaya. Essa enzima
age na degrada¢do do tecido morto (desbridamento autolitico), assim as novas células podem
crescer livremente. Ela também tem propriedades anti-inflamatoria, bacteriostatica e
bactericida.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Membranas de Alginato de Calcio com Papaina imobilizada.

Em um Becker, 2g de alginato de sodio foram adicionados em 100 ml de agua
deionizada sob agitacdo constante (1000 rpm) e temperatura constante (80 °C). Ap6s uma
hora, adicionou-se 3 mg de cloreto de calcio e agitou-se durante 30 min. 25g do gel foram
distribuidos em placas de Petri de 5 cm de diametro.

As membranas foram postas para evaporagdo a 25°C por 24 horas. Apds, as placas
foram imersas em solucao de cloreto de calcio (40g/L) por uma hora. As membranas foram
lavadas com agua destilada.

A imobilizagdo aconteceu por difusdo fisica onde as membranas foram imersas em
solugdo de papaina por 24 horas. Diversos meios foram testados para maximizar a
imobilizacdo. Utilizou-se concentracao de enzima de 0,5%, 1%, 1,5% e 2% (m/m). Também
variou-se o pH do meio, utilizando-se 8, 7 e 5,8. Variou-se a temperatura de imobilizacao,
utilizando 25°C, 35°C e 45°C.

2.2. Teste de atividade enzimatica

. 1,8ml Solugao 0,2mL solugao - 2mL Ac. y
Controle: ativadora™ papaina 2% Ak zlez) e Tricloacético 10% e

. 1,8ml Solugédo 2mL Ac. 0,2 mL solugéo n )
Branco: ativadora* Tricloacético 10% papaina 2% 2mL caseina 1% Centrifuga
. 10 ml ml Solugéo 11,1 mL solugéo 11,1 mL Ac.
Membranas: ativadora* caseina 1% Tricloacético 10% (S

Figura 1 — Metodologia do teste de atividade enzimatica. *0,038 mol/L de EDTA e 0,034
mol/L de cisteina (PBS).

2.3. Ensaios de liberacao da papaina

Para medir a taxa de liberacdao da papaina nas membranas de alginato, foi realizado um
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experimento em que as membranas ficaram submersas em solugdo tampao fosfato (PBS) e
medido a concentragdo do fluido por determinados periodos de tempo.

Foi adicionado 30 mL de PBS nas placas e o material ficou totalmente coberto pelo
fluido. Foi medido a concentragdo de papaina através de um espectrofotometro (modelo Serie
Biomate™ 3 da Thermo Electron Corporation) com incidéncia de 280 nm. Foram coletados
aliquotas no tempo = 0 (solucao tampao pura), posteriormente t= 0,5 h, e entdo medido a cada
hora até que ndo houvesse mudanga significativa na medida da concentragdo do fluido.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1.1 Concentracao

Os resultados mostraram que aumentando a concentracdo da solugdo da enzima
aumenta a quantidade da mesma difundida na membrana. Assim, a concentracdo ideal ¢ de
2%, acima disso a papaina ndo ¢ tdo soluvel no tampao (Figura 2a).

3.1.2pH

O pH que houve maior difusdo da enzima foi no meio acido, a membrana ficou mais
integra e as cargas dos acidos carboxilicos ficam negativos, aumentando a interagao da
proteina com a membrana (Figura 2b).

3.1.3 Temperatura

Descobriu-se que a temperatura ideal de imobilizagao foi 25°C (Figura 2c¢).
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Figura 2 — Massa de papaina adsorvida por massa de membrana de AlgCa variando a)
concentragdo b) pH e c) temperatura
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3.2. Atividade da enzima

O teste de atividade mostrou que a papaina continuou ativa depois da imobilizagao,
possuindo uma atividade de 4,53 U/g.

3.3. Liberacao da enzima

O perfil de liberagdo mostrou que aproximadamente 97% da enzima foi liberada
entrando em equilibrio apds 6 horas de sua imersao com o meio.

X (MiMo)
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Figura 3 — Perfil de liberagdo da enzima em PBS

4. CONCLUSAO

Observou-se que o método de imobilizagdo por difusdo fisica obteve éxito, pois houve
uma quantidade significativa de enzima ativa e liberada pelo suporte. A melhor condi¢ao para
a adsorcao foi a concentracdo de papaina a 2%, pH a 5,8 e temperatura a 25°C.

Com base nos dados de liberacao e atividade, foi obtido um curativo bioativo com
potencial para ser usado como biomaterial no tratamento lesdes cutaneas.
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